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Executive Summary  
Chinook salmon (Onchorynchus tshawytscha), the 
largest species of Pacific salmon, is naturally 
distributed along the west coast of North 
America and in north‐east Asia. The species was 
first introduced to Victorian waters in 1877, and 
in the late 1960s a captive breeding program was 
established at Snobs Creek to produce fish for a 
recreational capture and trophy fishery in 
western district crater lakes (Lake Purrumbete 
and Lake Bullen Merri). Since 1980, 932,500 
Chinook salmon have been released.  
The production of Chinook salmon from Snobs 
Creek has fallen dramatically over the past six 
years, and no fish have been released since 2007. 
This decline in production has been attributed to 
many factors including poor broodstock 
condition, changes in husbandry practices over 
time, and genetic factors. As part of a series of 
activities to improve production of Chinook 
salmon, this study was undertaken to describe 
and characterise the genetic structure of the 
captive population at Snobs Creek using 
microsatellite DNA markers, and to develop 
broodstock management guidelines to ensure the 
long‐term genetic “fitness” of the stock and 
viability of the fishery.  
Over the 13 microsatellite loci examined, 87 
alleles were detected from samples of Chinook 
salmon held in captivity at Snobs Creek. Genetic 
analyses indicated reduced genetic diversity in 
this population compared to North American 
Chinook salmon populations. All genetic 
diversity indices (He, Ho, number of alleles, allele 
richness and Ne) observed in the Snobs Creek 
Chinook salmon were lower than that reported in 
the Lower Columbia River lineage of Chinook 
salmon, the original source area of the Snobs 
Creek population. Although there was no 
evidence of bottleneck or inbreeding, a small 
number of individuals were closely related and 
had the inbreeding levels equivalent to halfsib 
parents or closer (if assuming no previous 
inbreeding). These results demonstrate the need 
to improve the management of the Snobs Creek 
Chinook salmon to ensure the long‐term genetic 
“fitness” of the population. 
Results from this study, along with information 
from other published genetic guidelines for 
breeding programs, were used to develop 
guidelines, in the form of 14 recommendations, 
for improved genetic management of Chinook 
salmon broodstock held at Snobs Creek.  
These recommendations, which specifically aim 
to prevent loss of genetic diversity and minimise 
inbreeding within the population, include:  
• Create a “broodstock population”, which will 
be kept separate from fish that are reared for 
stocking (“stocking population”) 
• Spawn as many broodstock from the 
“broodstock population” as possible each year 
• Split the “broodstock population” across several 
culture systems, locations or facilities to 
minimise the impact of a dramatic loss of 
broodstock numbers from mortality events 
• Spawn an equal number of female and male 
fish each year 
• Consider establishing a frozen sperm bank to 
improve management of broodstock numbers 
and sex ratio 
• Spawn each male broodstock once only 
• Undertake single‐pair (one female and one 
male) matings only 
• Consider 2 x 2 partial factorial mating design 
• Incubate eggs from each single‐pair mating 
separately 
• Retain equal numbers of progeny from each 
spawning (family) as potential future 
broodstock. Nominally this number should be 
50 randomly selected larvae per spawning 
• Avoid mating siblings by using males from a 
different year class to females 
• Maintain detailed and accurate breeding 
records 
• Re‐assess the genetic status of the Chinook 
salmon “broodstock population” every 3 to 4 
years 
• Develop BMP for Chinook salmon breeding 
and rearing at Snobs Creek. 
Adoption of these recommendations will 
enhance production of more genetically “fit” 
seedstock for both breeding and release to the 
recreational fishery.   
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Introduction 
Onchorynchus tshawytscha, often referred to as 
Chinook salmon (or quinnat, tyee and King 
salmon) is the largest species of Pacific salmon. It 
is naturally distributed along the west coast of 
North America and in north‐east Asia (Allen and 
Smith 1988). Internationally, Chinook salmon is a 
popular aquaculture commercial fishery and 
sport fishery species. The species has been 
introduced to many locations outside of its 
natural distribution range, such as New Zealand, 
Australia and the US Laurentian Great Lakes 
where spawning populations have established 
(Allen and Smith 1988).  
Chinook salmon in Victoria 
A history of Chinook salmon breeding and 
stocking in Victoria is provided by Clements 
(1988). The first documented introduction of 
Chinook salmon to Victoria occurred in 1877 
when one consignment of eggs was shipped from 
California (USA) by Samuel Wilson. The 
resulting fry were stocked into rivers and creeks 
throughout the state. Between 1936 and 1941 the 
Victorian Fisheries agency imported ova from 
New Zealand, and approximately 179,000 fish 
(mainly fry) were released into 18 sites (see also 
Butcher 1947). The most successful stocking sites 
were Lake Purrumbete and Lake Bullen Merri, 
where fish of 4.6–7.7 kg (up 9.2 kg) were caught. 
During the 1950s, fish hatched from ova 
imported from New Zealand were stocked into 
Lake Purrumbete and Lake Bullen Merri. 
Importations ceased in 1967 when a ban was 
imposed on the importation of salmonids to 
Australia (Hames 1990). 
Establising Chinook salmon 
broodstock 
In order to continue stocking activities, it was 
essential to establish a hatchery that could 
reliably supply gametes, fry and yearlings. 
In 1966, the first generation of captive broodstock 
was established at the Snobs Creek hatchery from 
the ova obtained from a wild fish population in 
Oregon, USA. The ova, a gift from the Oregon 
(US) Fish Commission, were from wild fish 
stripped during the fall run in October 1966 in 
the Tanner Creek, Bonneville Hatchery, 
Columbia River (Barnham 1977; Hames 1990). Of 
the fish that were hatched and reared at Snobs 
Creek, 1,000 out of 20,000 yearlings were kept as 
potential broodstock. The number of contributing 
parents to these 1,000 fish is unknown.  
The first mature fish were observed in the 
hatchery in 1970 and 1,800 fry were produced 
from 15 females and one male. In 1971, 1973 and 
1974, small numbers of fry were produced; in 
1975, 20,000 yearlings were produced (Barnham 
1977). Since establishing the original founder 
population from the fish spawned in 1966, the 
population has been maintained for 46 years, 
representing 11 generations.  
Hatchery production 
Chinook salmon captive breeding practices 
employed at Snobs Creek follow methods 
described in Hames (1990).  
Mature fish are spawned by hand stripping 
gametes from both females and males. Being 
semelparous, Chinook salmon broodstock die 
following spawning. Seedstock are then reared to 
a yearling size before being released. A 
proportion of yearlings are retained each year to 
be used as future broodstock.  
The quality of the historical breeding records for 
Chinook salmon at Snobs Creek is highly 
variable, and there is no information for some 
years. The number of spawnings undertaken 
each year has varied from <10 to 580 (Snobs 
Creek historical records and E. Mclean pers 
comm.). 
Stocking program 
The overall goal of the captive breeding program 
is to produce seedstock to create and maintain a 
recreational capture and trophy fishery in 
western district crater lakes (predominantly in 
Lake Purrumbete and Lake Bullen Merri).  
This fishery has been recognised as one of only a 
few land‐locked Chinook salmon fisheries in the 
world and is valued by Victorian anglers.  
Between 1980 and 2007, 932,500 Chinook salmon 
were released (mean 33,300/year) (Figure 1).  
Since 2007, insufficient numbers of Chinook 
salmon have been produced to undertake 
stocking.  
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Causes of production decline 
The decline in production of Chinook salmon at 
Snobs Creek has been attributed to a number of 
factors including: 
• Poor broodstock condition leading to poor 
quality of eggs. The poor condition of the 
broodstock may have arisen due to: 
o Poor nutrition 
o Adverse environmental conditions (i.e. 
high water temperature associated with 
drought conditions and reduced water 
flow)  
o Incidence of disease (i.e. white spot)  
o Changes in husbandry practices over 
time (knowledge creep, experienced 
technical staff leaving the facilities, etc.) 
• Genetic issues, such as inbreeding 
depression, loss of genetic diversity and 
fitness since the captive population was 
established in 1966. 
Three year classes of Chinook salmon currently 
reside at Snobs Creek. Fisheries Victoria is of the 
view that these fish represent the only 
population of Chinook salmon in Australia. 
If the reliability of breeding cannot be secured 
over the next few years, it is likely the 
opportunity to create a Chinook salmon fishery 
may be lost to Victoria and Australia 
permanently.  
Consequently, Fisheries Victoria has initiated 
activities to improve reliable production of 
Chinook salmon at Snobs Creek, including the 
current genetics study. 
Project aims 
The aims of this study were to: 
• Describe and characterise the genetic 
structure of the Chinook salmon population 
currently held at Snobs Creek 
• Provide guidelines for genetic management 
of Snobs Creek Chinook salmon broodstock.  
To achieve these aims, standardised 
microsatellite DNA markers developed for 
Chinook salmon by Seeb et al. (2007) were 
analysed to determine: 
• The genetic diversity of the Snobs Creek 
brood stock (hereafter population)  
• The relatedness between individuals  
• The inbreeding coefficient among 
individuals. 
The results from these analyses, together best 
practice of genetic management of finfish 
broodstock, were used to develop guidelines for 
the management of Snobs Creek Chinook salmon 
broodstock and Chinook salmon breeding 
program.  
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Figure 1. Number of Chinook salmon released from Snobs Creek since 1980 
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Project Design and Methods
Sample collection 
Finclip tissue samples were collected from 184 
Chinook salmon broodstock between May 2010 
and December 2012 (Table 1). Samples were 
collected from fish that were spawned in 2005 or 
2006 (mixed population), 2009 and 2010.  
DNA extraction and microsatellite 
genotyping 
Total genomic DNA from each sample was 
extracted using the QIAGen using the DNEasy 96 
Blood and Tissue Kit (QIAGen, USA). DNA was 
diluted to ~5–10 ng/μl and stored at ‐20 °C until 
required. 
Microsatellite loci used in this study were 
selected on the basis that they were included in 
the standardised microsatellite database for 
Chinook salmon (Seeb et al. 2007). Thirteen loci 
were amplified in three different PCR 
multiplexes. Details on these loci are shown in 
Table 2.  
PCR reaction for each multiplex was conducted 
at 10 μl volume containing ~10 ng of genomic 
DNA, 1x PCR buffer, 2mM dNTPs, 0.1U of 
Immolase (Bioline Inc.) and primers with 
concentration described in Table 2. For multiplex 
1 and 2, thermal cycles employed were as 
follows:  
• Denaturing at 95 °C for 10 min 
• 29 cycles of  
o 94 °C for 30 sec 
o 59 °C for 1 min 30 sec 
o 72 °C for 1 min 
• Followed by an extension at 72 °C for 10 min. 
Thermal condition for the multiplex 3 were 
similar, except that the annealing temperature 
was at 54 °C. 
PCR products were diluted at the ratio of 1:200 
with Milli‐Q water, and 1 μl of the diluted 
products was mixed with 8 μl of Hi‐Di 
formamide and LIZ500 size standard mix (5 μl of 
LIZ500 with 1 ml of Hi‐Di formamide) for 
fragment analysis on a ABI3730xl (Applied 
BioSystems, USA). Fragments were viewed and 
scored using GeneMapper 3.7 (Applied 
Biosystems, USA). 
Hardy‐Weinberg equilibrium and 
within population diversity 
estimate 
Fisher’s exact test was implemented by 
GENEPOP 4.0 (Raymond and Rousset 1995; 
Rousset 2008) to test for statistically significant 
departures of genotype frequencies from 
expectations under Hardy–Weinberg 
equilibrium.  
GENEPOP 4.0 was also used to compute FIS 
(Weir and Cockerham 1984). FIS is a measure of 
levels of individual inbreeding within 
subpopulations. When FIS is negative, individuals 
in a subpopulation are generally more 
heterozygous than expected at Hardy‐Weinberg 
Equilibrium (HWE). When FIS is positive there 
are too many homozygotes compared to HWE.  
Microsatellite Tool Add‐in for Excel Park 2001 
was used to calculate observed heterozygosities 
(Ho) and expected heterozygosities (He). 
Effective population size was estimated with the 
program LDNE (Waples and Do 2008).  
BOTTLENECK (Piry et al. 1999) was used to test 
if the population has recently experienced severe 
reduction in effective population size. 
Relatedness between pair of 
individuals 
In order to identify the kinship among 
individuals of Chinook salmon, the relatedness 
between pairs of individuals was estimated.  
Relatedness values range from 1 to −1, indicating 
the percentage of alleles shared among 
individuals. Theoretically: 
• A value of 1 means that genotypes are 
identical  
• A value of 0.5 indicates that 50% of the alleles 
are shared 
• Values ranging from 0 to −1 indicate the 
individuals are unrelated. The more negative 
the value the greater the difference there is in 
the genotypes of the individuals (Bellemain 
et al. 2007). 
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Table 1. Details on tissues samples analysed in the present study 
Year born (generation) 
2005 or 2006*  2009  2010  Total 
Age at 
sampling 
Female  Male  Male  Immature**  Immature**   
1+          28  28 
2+      3  25    28 
4+ or 5+  110  15        125 
5+ or 6+  2  1        3 
             
Sub‐total  112  16  3  25  28   
TOTAL  128  28  28  184 
* Fish sampled from a mixed population that containing fish born in either 2005 or 2006 
** Sex could not be determined as fish were immature 
 
 
 
 
 
Table 2. Details on microsatellite loci used in the present study 
Locus  Multiplex  Primers (5’‐3’)  Conc. 
used in 
PCR 
(pmol) 
Author 
Ots3M  1  F‐6FAM‐TGTCACTCACACTCTTTCAGGAG 
R‐GAGAGTGCTGTCCAAAGGTGA 
2.50  Banks et al. 1999 
Ots211  1  F‐VIC‐TAGGTTACTGCTTCCGTCAATG 
R‐GAGAGGTGGTAGGATTTGCAG 
5.00  Greig et al. 2003 
Ogo4  1  F‐PET‐GTCGTCACTGGCATCAGCTA 
R‐GAGTGGAGATGCAGCCAAAG 
3.00  Olsen et al. 1998 
Ssa408  1  F‐PET‐AATGGATTACGGGTACGTTAGACA 
R‐CTTGTGCAGGTTCTTCATCTGT 
15.00  Cairney et al. 2000 
Ots201b  1  F‐NED‐CAGGGCGTGACAATTATGC 
R‐TGGACATCTGTGCGTTGC 
4.00  Greig et al. 2003 
Ots213  2  F‐NED‐CCCTACTCATGTCTCTATTTGGTG 
R‐AGCCAAGGCATTTCTAAGTGAC 
5.00  Greig et al. 2003 
Ots212  2  F‐VIC‐TCTTTCCCTGTTCTCGCTTC 
R‐CCGATGAAGAGCAGAAGAGAC 
1.00  Greig et al. 2003 
OtsG474  2  F‐PET‐TTAGCTTTGGACATTTTATCACAC 
R‐CCAGAGCAGGGACCAGAAC 
7.50  Williamson et al. 2002 
Ots9  2  F‐6FAM‐ATCAGGGAAAGCTTTGGAGA 
R‐CCCTCTGTTCACAGCTAGCA 
1.00  Banks et al. 1999 
Ogo2  2  F‐6FAM‐ACATCGCACACCATAAGCAT 
R‐GTTTCTTCGACTGTTTCCTCTGTGTTGAG 
2.00  Olsen et al. 1998 
Ots208b  3  F‐NED‐GGATGAACTGCAGCTTGTTATG 
R‐GGCAATCACATACTTCAACTTCC 
7.50  Banks et al. 1999 
Omm1080  3  F‐VIC‐GAGACTGACACGGGTATTGA 
R‐GTTATGTTGTCATGCCTAGGG 
3.75  Rexroad et al. 2001 
Oki100  3  F‐6FAM‐CCAGCACTCTCACTATTT 
R‐CCAGAGTAGTCATCTCTG 
10.00  K.Miller, 
Canadian Department 
of Fisheries and 
Oceans, unpublished 
data 
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Kinship analyses can be assigned to two types of 
models:  
• Those that estimate relatedness between 
individuals as a continuous measure of 
genome‐wide identity by descent  
• Those that assign dyads to discrete 
relationship categories (Weir et al. 2006).  
To date, there is no single best relatedness 
estimator that outperforms all others (Vangestel 
et al. 2011; Wang 2011). For example, while 
likelihood estimators are less biased than 
moment estimators when either a large number 
of individuals or a large set of highly 
polymorphic markers are used, the former suffer 
from a larger error of inference (Wang 2011; 
Ritland 1996b; Lynch and Ritland 1999). 
While moment estimators are presumed to be 
more accurate than likelihood estimators when 
populations contain mainly unrelated dyads 
(Queller and Goodnight 1989; Li et al. 1993; Wang 
2002), the opposite is often true for samples of 
highly related pairs of individuals (Wang 2011). 
Van de Casteele et al.(2001) recommended the 
use of simulated data to evaluate the 
appropriateness of each estimator.  
Monte Carlo simulations using COANCESTRY 
Version 1.0  (Wang 2011) were used to calculate 
correlation coefficients between different 
estimates and true simulated relatedness values. 
Observed allele frequencies (Appendix 1) were 
used in the simulations, with 100 individuals 
each for each of the following relationships:  
• Parent  ‐ offspring  
• Between fullsibs  
• Between halfsibs  
• Between double first cousins1  
• Between first cousins  
• Between second cousins  
• Between unrelated individuals. 
The true relatedness values for these 
relationships are: 0.5, 0.5, 0.25, 0.25, 0.125, 0.03125 
and 0, respectively.  
                                                          
1 Double first cousins share both sets of grandparents in 
common and have double the degree of consanguinity of 
ordinary first cousins 
The following estimators were used: 
• TrioML, a triadic maximum likelihood 
estimator (Wang 2007) 
• Wang’s estimator, a moment estimator 
(Wang 2002) 
• Lynch’s estimator, a moment estimator 
(Lynch 1988) 
• Lynch and Ritland’s estimator, a moment 
estimator (Lynch and Ritland 1999) 
• Ritland’s estimator, a moment estimator 
(Ritland 1996a) 
• Queller and Goodnight’s estimator, a 
moment estimator (Queller and Goodnight 
1989) 
• Milligan’s estimator, a dyadic maximum 
likelihood estimator (Milligan 2003).  
COANCESTRY stimulation runs were 
bootstrapped 500 times using the 100 reference 
individuals from each set. 
Inbreeding coefficient 
Inbreeding coefficient (F) measures the 
probability that two genes at any locus in an 
individual are identical by descent from the 
common ancestor(s) of the two parents. This 
means the degree to which two alleles are more 
likely to be homozygous rather than 
heterozygous in an individual because the 
parents are related.  
F is a relative measure, in that there will be a 
certain level of homozygosity within the base 
population. F simply estimates the increase from 
that initial level as a result of recent inbreeding. 
COANCESTRY Version 1.0 (Wang 2011) was 
used to calculate the inbreeding coefficient for 
each individual Chinook salmon, using the 
estimator determined for relatedness calculation. 
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Results 
Microsatellite genotyping and 
genetic diversity 
A total of 147 individuals of the 184 Chinook 
salmon sampled were successfully genotyped for 
13 loci. 
Eighty seven alleles were detected, with the 
number of alleles ranging from 2 to 12, averaging 
6.2 alleles per locus. Observed and expected 
heterozygosities were 0.76 and 0.71, respectively. 
When treating all samples as one population, it 
significantly departed from the Hardy‐Weinberg 
expectation at all but three loci (i.e. Ogo2, 
OtsG474 and Ssa408, P<0.01). 
Weir and Cockerham’s (1984) FIS estimate for 
each locus are presented in Table 3. FIS across all 
loci was ‐0.076. At a majority of loci, FIS was 
negative, indicating that the current broodstock 
population of Chinook salmon generally has 
more heterozygous individuals than expected at 
Hardy‐Weinberg Equilibrium (HWE). 
The Snobs Creek Chinook salmon population has 
the effective population size of 21 individuals. 
When the population was divided into two 
subpopulation based on two age class groupings 
(4 to 5+ and 1 to 2+), the Ne values (i.e. effective 
population number) for both sub populations 
were also 21. The program BOTTLENECK did 
not detect any sign of reduction in Ne in Snobs 
Creek Chinook salmon between the two year 
groups analysed. 
Relatedness between individuals 
Based on the results of the simulations, the 
maximum likelihood estimators of relatedness, 
TrioML (Wang 2007) and DyadML (Milligan 
2003), yielded strong correlation between the true 
and estimated values (r = 0.821 in both cases, P 
<0.001, Figure 2). These estimators were used to 
calculate relatedness between individuals of 
Chinook salmon in the present study. 
Frequency distribution of relatedness between 
10,730 pairs of individuals is presented in Figure 
3, which indicated that a majority of the 
population were not closely related.  
Inbreeding coefficient 
Frequency distribution of inbreeding coefficient 
(F) is shown in Figure 4. Overall, levels of 
inbreeding are low among individuals. Most 
individuals had low levels of inbreeding.
 
Table 3. The level of individual inbreeding (FIS) estimate for each locus 
Locus  P‐value  FIS 
Ogo2  0.642  ‐0.037 
Ogo4  <0.001  ‐0.027 
Oki100  <0.001  ‐0.177 
Omm1080  0.001  ‐0.033 
Ots201b  0.001  0.042 
Ots208b  <0.001  ‐0.105 
Ots211  0.012  ‐0.117 
Ots212  <0.001  ‐0.127 
Ots213  0.002  0.119 
Ots3M  0.018  ‐0.204 
Ots9  <0.001  ‐0.345 
OtsG474  0.314  ‐0.058 
Ssa408  0.074  ‐0.088 
Note: negative FIS estimates are more heterozygous than expected by the HWE; positive FIS estimates are more homozygous than 
expected by the HWE. Significant deviations from HWE are highlighted in bold 
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Figure 2. Association between relatedness estimates of simulated kinship categories  
(mean value = orange diamond (TrioML) or pink triangle (DyadML) , standard error = error bar) and expected theoretical 
relatedness values (blue square); 100 dyads were simulated for each of the relationships. 
 
 
Figure 3. Frequency distribution of relatedness of all pairs of individuals of Chinook salmon.  
The dashed lines indicate relatedness values among halfsibs (0.25) and fullsibs or between parents and offspring (0.5). 
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
Nu
m
be
r o
f d
ya
ds
Relatedness
Pa
re
nt
- o
ffs
pr
in
g 
or
 fu
lls
ib
s
Ha
lfs
ib
s
Genetic status of Chinook salmon 
9 
 
 
Figure 4. Frequency distribution of inbreeding coefficient (F) among 147 individuals examined.  
The dashed lines indicate values of inbreeding coefficient for consanguinous matings (one generation, no previous 
inbreeding). 
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Discussion and Recommendations 
Genetic structure of Chinook 
salmon held at Snobs Creek 
This study analysed the genetic structure of the 
Chinook salmon population held at Snobs Creek. 
Using DNA from 147 individuals, this study 
examined the levels of genetic diversity, expected 
heterozygosity, effective population size and 
relatedness of the population. 
Genetic diversity 
Eighty‐seven alleles at 13 microsatellite loci were 
detected in the Snobs Creek population.  
The Snobs Creek Chinook salmon population is 
derived from wild fish sourced from Tanner 
Creek in Oregeon USA in 1966. The genetic 
structure of the original source population is not 
known. It is not possible therefore to compare 
directly the diversity of alleles in the Snobs Creek 
Chinook salmon population with its source 
population.  
A number of studies have been undertaken 
looking at the diversity of alleles in a variety of 
Chinook salmon populations in the Unites States 
of America (Seeb et al. 2007; Narum et al. 2010). 
When compared with these populations, the 
numbers of alleles detected in the Snobs Creek 
Chinook salmon population were much lower 
than that described by Seeb et al. (2007) and  
Narum et al. (2010) (Table 4). 
The differences in the genetics diversity between 
the USA populations and the Chinook salmon 
population at Snobs Creek may have arisen 
because: 
• The Snobs Creek population was sourced 
from a stream‐type population (fall run at 
Tanner Creek), which are considered to be 
genetically less diverse than that observed in 
the ocean‐type lineage that were reported in 
Seeb et al. (2007) and Narum et al. (2010).  
• The broodstock used to produce Chinook 
salmon population at Snobs Creek did not 
fully represent the source population as a 
whole (i.e. founder effect). 
Expected heterozygosity 
The expected heterozygosity (He) of Chinook 
salmon at Snobs Creek was 0.71 (Table 5). This 
level of heterozygosity is higher than in 
freshwater fish in general, which was reported to 
be 0.46 (DeWoody and Avise 2000) but is lower 
than that reported in 55 populations (using the 
same microsatellite loci) of Chinook salmon from 
Southeast Alaska, the Columbia River, and the 
Central Valley of California. The expected 
heterozygosity of these populations ranged from 
0.725–0.892 (Narum et al. 2010).  
The exact test for Hardy‐Weinberg equilibrium 
revealed heterozygous excess in the current 
Snobs Creek Chinook salmon population, which 
could be due to non‐random mating among 
broodstock individuals. There might also be 
selection favouring heterozygous individuals in 
the population. Non‐random matings is difficult 
to avoid in hatcheries, but if it is the latter, there 
is a need to avoid selection favouring certain 
types of broodstock (i.e. breed all types of fish) to 
maintain genetic diversity. 
Effective population size 
One of the most important parameters affecting 
genetic diversity is effective population size (Ne). 
Effective population size places an upper limit on 
the amount of genetic diversity that can be 
maintained in a population in relation to its 
pedigree history and potential losses due to 
genetic drift (Source: 
http://nativefishsociety.org/conservation/wild_vs
_hatchery/annotated_bibliography_on_salmon_h
atcheries/genetic_introgression/EffectivePopulati
on.htm Washington Hatchery Scientific Review 
Group, December 2000) 
Some general guidelines for maintaining 
minimum Ne in distinct, or semi‐isolated, 
populations have been proposed: 
• Ne > 50 to prevent inbreeding depression and 
a detectable decrease in viability or 
reproductive fitness of a population 
(Franklin 1980) 
• Ne > 100 (per generation) is often used in 
practical breeding schemes (e.g. Kincaid 
1983; Miller and Kapuscinski 2003; Sonesson 
et al. 2005) 
• Ne > 500 to maintain constant genetic 
variance in a population resulting from a 
balance between loss of variance due to 
genetic drift and the increase in variance due 
to spontaneous mutations (Franklin 1980; 
FAO/UNEP 1981; Soule 1980; Lande and 
Barrowclough 1987; Lande 1988). 
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Table 4. Number of alleles at 13 standardised loci for Chinook salmon in previous studies Seeb et al. 
2007, and for Chinook salmon at Snobs Creek 
Locus  Previous Studies  Snobs Creek 
 
Curator 
agency* 
Observed 
number of alleles 
Observed 
number of alleles 
Ogo2  ADFG  26  3 
Ogo4  WDFW  20  5 
Oki100  DFO  48  6 
Omm1080  SWFSC  74  12 
Ots201b  ADFG  52  10 
Ots208b  CRITFC  54  10 
Ots211  ADFG  43  7 
Ots212  OSU  36  10 
Ots213  OSU  48  7 
Ots3M  WDFW  19  3 
Ots9  DFO  9  2 
OtsG474  CRITFC  19  6 
Ssa408  NWFSC  39  6 
*  Laboratory abbreviations: OSU, Oregon State University; SWFSC, Southwest Fisheries Science Centre—National Marine Fisheries 
Service; DFO, Department of Fisheries and Oceans Canada; NWFSC, Northwest Fisheries Science Centre— National Marine 
Fisheries Service; CRITFC, Columbia River Inter‐Tribal Fish Commission; ADFG, Alaska Department of Fish and Game; WDFW, 
Washington Department of Fish and Wildlife 
 
 
 
 
 
Table 5. Descriptive statistics from 13 microsatellite loci for nine populations of Chinook salmon from 
the Lower Columbia lineage (Narum et al. 2010), the source area of the Snobs creek population, and 
that observed in the present study 
Population  Sample 
size 
He  Ho  Number 
of 
alleles 
Allele 
richness 
Ne 
Cowlitz Hatchery (fall)  136  0.871  0.857  295  15.8  Infinite 
Lewis River (fall)  93  0.886  0.877  279  16.2  Infinite 
Sandy River (fall)  114  0.892  0.893  299  16.7  781 
Lowlitz Hatchery (spring)  133  0.861  0.853  265  14.9  396 
Lewis Hatchery (spring)  140  0.865  0.837  267  15.1  237 
McKenzie Hatchery (spring)  125  0.866  0.870  275  15.2  194 
North Santiam Hatchery (spring)  138  0.817  0.812  233  12.9  732 
Spring Creek Hatchery Tule (fall)  138  0.820  0.812  237  13.1  155 
             
Snobs Creek (this study)  147  0.710  0.760  87  6.5  21 
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• Ne > 1000 to maintain adaptive genetic 
variation and survival of small populations 
(Lynch 1990). 
• Ne > 5,000 to maintain a constant variance for 
quasi‐neutral, genetic variation that can serve 
as a reservoir for future adaptations in 
response to natural selection and changing 
environmental conditions (Lande 1995). The 
rationale here is that Ne needs to be large 
enough to minimize genetic drift and the 
potential loss of alleles that may confer a 
slight, selective advantage under existing 
and future environmental conditions.  
The effective breeding number of the Snob Creek 
Chinook salmon population is 21. This number is 
very low compared with that of Chinook salmon 
populations in hatcheries in the USA where Ne 
ranges from 155 to 732 (Table 5).  
Better breeding practices need to be employed at 
Snobs Creek to improve Ne in the Chinook 
salmon population to prevent this population 
from inbreeding and losing genetic diversity.  
The Ne required to maintain genetic diversity and 
minimise inbreeding depends on allele frequency 
and the number of generations the allele needs to 
be maintained. For example, based on the results 
of this study: 
• A Ne of 499 is required to preserve all the 
alleles (i.e. effectively the rarest) detected in 
this study over one generation with a 95% 
chance of success  
• A Ne of 763 is required to preserve all the 
alleles detected in this study over five 
generations with a 95% chance of success  
• Examples of the Ne needed to preserve alleles 
at a certain frequency over a number of 
generations are presented in Appendix 2. 
Relatedness and inbreeding 
The results of this study indicate that the 
Chinook salmon population at Snobs Creek are 
not inbred.  
The analyses of relatedness and inbreeding 
showed only a small number of individuals in 
the current population are related: 
• Approximately 4.2% (454 pairs) showed 
relatedness level of fullsib or parent‐
offspring. 
• 18 individuals in the Chinook salmon 
population at Snobs Creek were closely 
related (i.e. equivalent to offspring from 
halfsib parents assuming there was no 
previous inbreeding).  
There is a need to prevent closely related 
individuals from mating together and exclude 
highly inbred animals from the broodstock 
population. 
Guidelines of the management of 
Snobs Creek Chinook salmon 
broodstock 
An aim of this report is to provide a guideline for 
management of Chinook salmon broodstock held 
at Snobs Creek. The Chinook salmon broodstock 
are used to produce fingerlings which are 
stocking into Victorian waters. Appropriate 
broodstock management to ensure quality a 
product for stocking is multifaceted including: 
• Genetic management 
• Broodstock nutrition 
• Husbandry practices  
• Health management. 
These guidelines focus on the genetic 
management of the Chinook salmon broodstock 
and breeding programs. 
The Snobs Creek Chinook salmon breeding 
program is not classed as a supplementation 
program in which hatchery‐bred fish are used to 
augment or enhance an existing wild population. 
Instead it is more akin to a conservation program 
which aims to maintain the long‐term genetic 
health of a captive population. A consequence of 
this approach is production of ‘genetically fit’ 
seedstock, some of which will become future 
broodstock, with the balance being released to 
support a recreational fishery.  
Guidelines 
Genetic guidelines for captive breeding programs 
that produce fish for stocking purposes have 
been developed (see for example  Miller and 
Kapuscinski 2003; Rowland and Tully 2004; Bert 
et al. 2007; Kapuscinski and Miller 2007; FAO 
2008; Ingram et al. 2011). 
Recommendations presented here for the 
management of the Snobs Creek Chinook salmon 
broodstock draw on these guidelines and the 
results of the current genetic study.  
Aim  
The guidelines for the genetic management of the 
Snobs Creek Chinook salmon broodstock aim to: 
• Prevent loss of genetic diversity  
• Minimise inbreeding within the population 
held in captivity.  
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This can be achieved by ensuring that genetically 
sound management strategies are incorporated 
into the captive breeding program.  
A recommended broodstock genetic breeding 
plan for Chinook salmon is presented in Figure 5. 
Create a separate “broodstock population” 
A separate captive “broodstock population” should 
be created to better manage genetic diversity and 
inbreeding (Figure 5). This population will be 
created and maintained by retaining a subset of 
larvae from each spawning each year (details of 
which are outlined in recommendations below). 
The excess fish from each spawning will be 
reared separately from the “broodstock population” 
and be used for stocking purposes only. These 
fish, termed the “stocking population”, will not be 
used for breeding purposes.  
Recommendation 1. 
Create a “broodstock population”, which will be 
kept separate from fish that are reared for 
stocking (“stocking population”).  
Number of spawnings each year 
The number of spawnings undertaken each year 
should be enhanced to increase the effective 
breeding number (Ne), which is determined by 
the number of males and number of females that 
reproduce and leave viable offspring each 
generation. Ne has an inverse relationship with 
inbreeding coefficient (F), i.e. when Ne increases 
inbreeding decreases; and vice versa (Figure 6).  
As a general rule, maintaining an effective 
population size of at least 100 (per generation) is 
often used in practical breeding schemes (e.g. 
Kincaid 1983; Miller and Kapuscinski 2003; 
Sonesson et al. 2005).  
In reality, the Ne required to maintain genetic 
diversity and minimise inbreeding depends on 
allele frequency and the number of generations 
the allele needs to be maintained. For example, 
based on the results of this study: 
• A Ne of 499 is required to preserve all the 
alleles (i.e. effectively the rarest) detected in 
this study over one generation with a 95% 
chance of success  
• A Ne of 763 is required to preserve all the 
alleles detected in this study over five 
generations with a 95% chance of success  
• Examples of the Ne needed to preserve alleles 
at a certain frequency over a number of 
generations are presented in Appendix 2. 
The breeding program should avoid the 
production of offspring from related parents, 
such as siblings or individuals that share a recent 
common ancestor. An acceptable rate of 
inbreeding in captive breeding programs is 
unclear (Sonesson et al. 2005), but increasing the 
number of spawnings undertaken each 
generation reduces the rate of inbreeding. 
Recommendation 2. 
Spawn as many broodstock from the 
“broodstock population” as possible each year.  
Any dramatic loss of broodstock numbers will 
greatly decrease Ne and, consequently, increase 
inbreeding as well as the probability of losing 
alleles. Such events are called “bottlenecks” and 
are often due to large mortality in broodstock 
populations. Management steps should be 
undertaken to minimise the risk of broodstock 
losses, such as by splitting the “broodstock 
population” across different culture systems, 
locations or facilities. This can be achieved 
through applying Better Management Practices 
(BMP) (see Recommendation 14).  
Recommendation 3. 
Split the “broodstock population” across 
several culture systems, locations or facilities to 
minimise the impact of a dramatic loss of 
broodstock numbers from mortality events. 
Should a significant loss of broodstock occur as a 
result of mass mortality, new broodstock will 
need to be procured. New broodstock can be 
sourced from the stocked populations (i.e. Lake 
Purrumbete and Lake Bullen Merri) or from 
overseas (see below).  
Broodstock sex ratio 
Use equal numbers of breeding males and 
females in the breeding program. Using unequal 
numbers of males and females (i.e. unbalanced 
sex ratio in the breeding population) reduces 
both the Ne and increases the rate of inbreeding 
(Figure 7) (Miller and Kapuscinski 2003; 
Kapuscinski and Miller 2007).  
Historical data on Chinook salmon breeding at 
Snobs Creek between 1987 and 19965 indicated 
that the ratio of males to males was on average 
2.6:1 (based on number females and males used 
in each egg jar). This figure may be more skewed 
than indicated as some males were used more 
than once (E. McLean pers comm). Increasing the 
number of males in the breeding program will 
improve Ne. One method of increasing the 
number of males available for spawning is to 
create sperm bank of crypreserved milt. Methods 
for freezing Chinook 
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Figure 5. Broodstock genetic breeding and management plan for the Chinook salmon population at 
Snobs Creek 
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salmon milt have been developed (Lahnsteiner 
2000), and facilities for freezing fish milt have 
already been established at Snobs Creek. 
Recommendation 4. 
Spawn an equal number of female and male 
fish each year. 
Recommendation 5. 
Consider establishing a frozen sperm bank to 
improve management of broodstock numbers 
and sex ratio 
Single‐pair matings 
It is necessary to ensure there is an equal 
contribution of all spawned fish to the next 
generation. Mating design can have a large effect 
on the variance of family size. In mass matings, 
where sperm from multiple males is pooled to 
fertilise eggs, the contribution of males to 
fertilisation is highly variable as the sperm of one 
or a few males may fertilise most of the eggs, 
which leads to a reduction in genetic diversity 
and Ne (Simon et al. 1986). 
In a study of spawning techniques in Chinook 
salmon, Withler (1988) found that the percentage 
of eggs fertilised by an individual male was 5–
88% when sperm from multiple males was 
pooled before adding to eggs, and 0–94% when 
added sequentially. Mating should, therefore, be 
accomplished using one female and one male 
only (single‐pair mating). 
Recommendation 6. 
Spawn each male broodstock once only.  
Recommendation 7. 
Undertake single‐pair (one female and one 
male) matings only. 
Single‐pair mating improves Ne, but if the male is 
sterile, or the eggs are immature, then neither 
male nor female contribute to the seedstock 
genepool. A factorial mating pattern can be used 
to increase Ne and minimise inbreeding (Busack 
and Knudsen 2007). This typically involves 
dividing the milt from each male and eggs from 
each female into aliquots so that each female is 
mated with more than one male, and vice versa. 
A substantial portion of the full‐factorial benefit 
can be achieved with 2×2 partial‐factorial 
matings, which is a considerable improvement 
over single‐pair matings. 
Recommendation 8. 
Consider 2 x 2 partial factorial mating design. 
Family equalisation 
Equal numbers of fish from each family 
(spawning) as future broodstock should be 
retained. Equalisation of family sizes, or culling 
the offspring of over‐represented adults, is a key 
breeding strategy recommended to reduce 
selection in captive populations (Allendorf 1993; 
Fiumera et al. 2004; Frankham 2008). Equalising 
all family sizes eliminates the reproductive 
variance between families so that selection is 
limited to within families (Williams and Hoffman 
2009). Reducing the variance in family size 
through family equalisation so that families 
contribute equally to the next generation will 
increase Ne and minimise inbreeding (Allendorf 
1993; Waples 1999).  
Family equalisation should occur as close to 
maturity as possible. Ideally, in order to track 
progeny for family (spawning) equalisation, each 
family must be raised in separate culture units 
until mature, or until individuals from each 
family can be tagged. At present, this strategy 
cannot be undertaken at Snobs Creek. Instead, it 
is recommended that family equalisation occur 
immediately after hatching. This will require 
incubating and hatching eggs from each 
spawning in separate incubators and tanks. This 
will also provide the opportunity to collect data, 
such as hatch rates and level of deformity in 
hatched larvae, for long‐term monitoring of the 
performance of the captive breeding program.  
Once eggs have hatched, an equal number of 
larvae from each spawning should be randomly 
taken as future potential broodstock. The number 
to be retained from each spawning should be 
sufficient to eventually provide more than 
enough mature broodstock to meet both genetic 
and productions needs. At this stage the 
equalised larvae retained as potential future 
broodstock can be pooled to form the broodstock 
population (Figure 5). The excess larvae can be 
pooled and reared separately from the broodstock 
population for later stocking (stocking population) 
(Figure 5).  
Nominally, 50 larvae should be retained from 
each spawning for the broodstock population. 
Provided that a large number of spawnings are 
undertaken each year, and that good survival 
rates of fish occur during grow‐out, this number 
of fish is expected to be in excess of broodstock 
needs. Consequently, the size of the broodstock 
population may need to be reduced during the  
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Figure 6. Relationship between F and Ne. F is the inbreeding produced in one generation in a 
population with no previous inbreeding 
 
 
Figure 7. Effects of number of spawnings and sex ratio of broodstock used on effective population size 
and inbreeding 
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grow‐out period. Fish that are culled from the 
broodstock population can be transferred to the 
stocking population for later release. 
Recommendation 9. 
Incubate eggs from each single‐pair mating 
separately. 
Recommendation 10. 
Retain equal numbers of progeny from each 
spawning (family) as potential future 
broodstock. Nominally this number should be 
50 randomly selected larvae per spawning. 
Avoid mating closely related fish 
Inbreeding, such as mating of siblings has a 
profound detrimental effects on genetic structure 
and greatly increases the risk of extinction 
(Frankham 1995). This study showed that ~ 17% 
of fish showed levels of relatedness equivalent to 
fullsibs, and 12% of fish showed level of 
inbreeding equivalent to half‐sib parents (if 
assuming no previous inbreeding). 
Inbreeding has deleterious effects on 
reproduction and survival (Frankham et al. 2002). 
Inbreeding has been shown to decrease growth 
rate, fecundity and survival, while increasing the 
number of deformed offspring (Tave 1999). 
Inbreeding depression has affected the 
hatchability, survival, growth and food 
conversion efficiency of farmed rainbow trout 
(Kincaid 1983), and the susceptibly of Chinook 
salmon to pathogens (Arkush et al. 2002). 
One option to avoid inbreeding is to tag all the 
fish, keep good records of their pedigree, and 
avoid mating closely related fish. However, this 
can be expensive and cumbersome unless 
continuous funding is ensured and good 
database systems are in place. Another option is 
to manage the broodstock population as a whole to 
minimise the accumulation of inbreeding, i.e. to 
manage the effective breeding number (Ne). One 
method to reduce the risk of mating siblings in 
the Snobs Creek population is to undertake 
matings using fish of the opposite sex from a 
different year class rather than from the same 
year class. That is: 
• Mate 3 year old females with 2 year old or 4 
year old males 
• Mate 4 year old females with 2 year old or 3 
year old males. 
This will require males and females from each 
year class being readily distinguishable. This can 
be achieved by either tagging fish or keeping 
year classes in separate culture tanks. 
Recommendation 11. 
Avoid mating siblings by using males from a 
different year class to females. 
Record keeping 
Record keeping is critical to effectively managing 
a captive breeding program. Keeping accurate 
records of pedigree and performance of each 
family is needed. One of the goals of the breeding 
program is to avoid inbreeding, and this cannot 
be done if the records on pedigree are not 
maintained.  
Recommendation 12.  
Maintain detailed and accurate breeding 
records. 
Reassess genetic status of Snobs Creek 
population 
There is a need to continuously monitor the 
genetic status of the Chinook salmon population 
to: 
• Evaluate the effects of breeding practices on 
genetic diversity and inbreeding 
• Assure the long‐term viability of the 
population over multiple generations.  
To do this, tissue samples from fish of each 
available year classes should be collected for 
genetic analysis every generation (i.e. every 3‐4 
years).   
Recommendation 13.  
Re‐assess the genetic status of the Chinook 
salmon “broodstock population” every 3 to 4 
years. 
Introduce new, unrelated stock to the 
population 
Introducing new unrelated stock to the captive 
population can improve genetic diversity within 
a breeding program. If 10–25% new brood fish 
are imported each generation (i.e. every 3‐4 
years), the amount of inbreeding that is produced 
can be drastically reduced (Bartley et al. 1995) 
 Since the only population of Chinook salmon in 
Australia is located at Snobs Creek, new stock 
would need to be imported, from either New 
Zealand or North America. The importation of 
new broodstock may be extremely difficult to 
achieve due to very strict importation regulations 
regarding live fish (including eggs). Current 
genetic information for the population suggests 
that this is not warranted at this time, providing 
that the recommendations proposed here are 
adopted. It is noted that during the 2012 breeding 
season, 214 females and 103 males were 
spawned. Although the sex ratio is less than ideal 
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(see Recommendation 4), spawning this number 
of fish increases the Ne to 279.  
Non‐genetic factors 
Other non‐genetic factors such as husbandry 
practices, broodstock nutrition, health and 
disease management, play an important role in 
the effective management of stock in captive 
breeding programs. These factors also play a 
significant role in determining the quality of the 
broodstock population and the stocking 
popoulation.  
Better Management Plans (BMPs) have been used 
to describe practices that increase efficiency and 
productivity and/or reduce or mitigate negative 
environmental impacts. BMPs can be used to 
dictate a minimally acceptable level of 
performance (and eliminate bad practices) with 
regard to a specific on‐farm activity.  
Adoption of BMPs is known to bring about 
improvement in the performance of a hatchery 
operations, such as: 
• Reducing and/or a minimising disease 
occurrence 
• Improving growth performance 
• Decreasing cost of farming  
• Improving quality and marketability of the 
products produced  
• Promoting responsible practices  
• Facilitating long term sustainability overall.  
BMPs have been widely used to manage 
breeding programs (e.g. Tucker and Hargreaves 
2008; De Silva et al. 2011). BMPs refer to a set of 
standardised management guidelines that are 
developed, based on existing practices and 
associated risks, as determined in consultation 
with farming practitioners and relevant industry 
stakeholders.  
Where appropriate, new innovations are also 
routinely incorporated into BMPs to facilitate 
continuous improvement in farming practices. 
Similarly, hatchery quality assurance programs 
(HQAP) provide a framework for best practice 
and accreditation (e.g. Rowland and Tully 2004). 
In addition, recommendations from a recent 
review of Chinook salmon production at Snobs 
Creek should also be incorporated into the BMP 
(see Landos 2012). 
Recommendation 14. 
Develop BMP for Chinook salmon breeding 
and rearing at Snobs Creek 
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Conclusions 
Genetic analysis of Chinook salmon held in 
captivity at Snobs Creek indicated reduced 
genetic diversity compared to North American 
Chinook salmon populations.  
All genetic diversity indices (He, Ho, number of 
alleles, allele richness and Ne) observed in the 
Snobs Creek Chinook salmon were lower than 
that reported in the Lower Columbia River 
lineage of Chinook salmon, the original source of 
the Snobs Creek Chinook salmon population.  
Although there was no evidence of inbreeding, as 
indicated by a negative FIS value, 17% of fish 
showed levels of relatedness equivalent to fullsib 
parents, and 12% equivalent to half‐sib parents (if 
assuming no previous inbreeding).  
These results clearly demonstrate the need to 
improve the genetic management of the Snobs 
Creek Chinook salmon to ensure the long‐term 
genetic “fitness” of the population. 
Results from this study, along with information 
from other published genetic guidelines for 
breeding programs, were used to develop 
recommendations for improved genetic 
management of Chinook salmon broodstock held 
at Snobs Creek. The recommendations 
specifically aim to prevent loss of genetic 
diversity and minimise inbreeding within the 
population. 
Adoption of these recommendations presented 
here has commenced. During the 2012 Chinook 
salmon breeding season, mainly single‐pair 
matings were undertaken, eggs from each mating 
were incubated separately, and equal numbers of 
hatched larvae from each mating were retained 
to create the “broodstock population”.  
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Appendix 1 ‐  Data showing alllele 
frequency 
Allele frequencies of Chinook salmon samples genotyped with 13 microsatellite loci 
Locus  Allele  Allele frequency    Locus  Allele  Allele frequency 
Ogo2  220  0.305    Ots211  262  0.004 
  222  0.247      266  0.011 
  236  0.449      270  0.184 
Ogo4  136  0.162      274  0.316 
  142  0.421      278  0.136 
  156  0.214      282  0.272 
  160  0.120      290  0.077 
  166  0.083    Ots212  131  0.010 
Oki100  212  0.229      155  0.007 
  224  0.209      163  0.010 
  242  0.288      167  0.186 
  252  0.007      171  0.086 
  270  0.099      175  0.003 
  282  0.168      179  0.383 
Omm1080  224  0.003      183  0.055 
  234  0.014      207  0.117 
  242  0.017      211  0.141 
  246  0.112    Ots213  214  0.355 
  258  0.024      218  0.179 
  262  0.054      242  0.007 
  286  0.330      262  0.210 
  290  0.037      310  0.086 
  294  0.245      314  0.159 
  302  0.003      318  0.003 
  314  0.082    Ots3M  146  0.688 
  318  0.078      148  0.199 
Ots201b  178  0.320      150  0.114 
  182  0.217    Ots9  105  0.259 
  190  0.176      109  0.741 
  202  0.103    OtsG474  156  0.207 
  206  0.007      160  0.003 
  238  0.033      172  0.459 
  258  0.107      180  0.148 
  282  0.004      192  0.090 
  290  0.029      212  0.093 
  298  0.004    Ssa408  188  0.023 
Ots208b  162  0.095      196  0.237 
  170  0.099      212  0.320 
  178  0.058      224  0.056 
  202  0.201      228  0.286 
  206  0.007      232  0.079 
  222  0.061         
  230  0.112         
  258  0.173         
  282  0.122         
  302  0.071         
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Appendix 2 – Data showing Ne size 
Ne needed to preserve alleles at frequency of 0.003, 0.010, 0.050 and 0.100 over 1, 5 and 10 generations 
with guarantee level of 95% 
Number of generations 
need to preserve alleles 
Level of 
guarantee per 
generation 
Frequency of 
allele needs to 
be preserved 
Ne needed 
       
1  0.95  0.003  499 
  0.95  0.01  149 
  0.95  0.05  29 
  0.95  0.1  14 
       
5  0.989794  0.003  763 
  0.989794  0.01  228 
  0.989794  0.05  45 
  0.989794  0.1  22 
       
10  0.994884  0.003  878 
  0.994884  0.01  262 
  0.994884  0.05  51 
  0.994884  0.1  25 
 
 
 
 
